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置する結合腕傍核（parabrachial nucleus）および Kölliker-Fuse nucleus よりなる橋
呼吸ニューロン群（PRG；pontine respiratory group）などにより構成され，それ
らは左右に，そして縦方向に相互に結合して大規模な呼吸ニューロンネットワ






図 1 脳幹内における呼吸ニューロン群の分布（矢状面） 
延髄内には，延髄腹側呼吸ニューロン群と延髄背側呼吸ニューロン群の 2 つの主要な
呼吸ニューロングループがある．延髄腹側呼吸ニューロン群は pre-Bötzinger complex や
Bötzinger complex などで構成される．延髄背側呼吸ニューロン群は，孤束核を中心と
して左右対称に縦方向に分布する吸息性ニューロンの集合である．橋の吻外側部に位
置する結合腕傍核（parabrachial nucleus），Kölliker-Fuse nucleus 領域は自発的な吸息神
経活動のオフスイッチ機構として重要である．後台形核（RTN；retrotrapezoid nucleus），
















図 2 呼吸調節機構の概要 






















圧が 60mmHg 以下に低下すると，急激に信号出力を上げる． 
頸動脈小体は，Type I cell（glomus cell）と Type II cell（sustentacular cell）の集
塊であり，Type I cell とType II cellの比はおおよそ 4:1である（McDonald 1981）．




考えられている．Type I cell と Type II cell は近接する感覚神経終末と協調して





図 3 頸動脈小体の cell タイプ 
Type I cell の細胞膜には低酸素を感受する多様なカリウムチャネルがある．Type I cell
の選択的カリウムチャネルが低酸素により閉鎖され，脱分極すると ATP を遊離する．
ATP はシナプス後ニューロンの ATP 受容体である P2X2/3 受容体を介して求心性終末
を興奮させるとともに，Type II cell の ATP 受容体 P2Y2 受容体を活性させ，カルシウ
ムイオンを遊離させる． 
 
1980 年頃までは，Type I cell が低酸素により単に脱分極することが知られて
いたが，その後の研究から Type I cell の細胞膜では，選択的カリウムチャネル
の閉鎖により起こされる脱分極が低酸素負荷時の情報伝達に重要であることが
明らかになってきた．Type I cell で低酸素を感受するカリウムチャネルとして，
KV，KCa，TASK 様チャネルが同定されてきた（Weir ら 2005）．TASK 様チャネ
ルは，Type I cell の静止膜電位（-60mV 以下）で活性であり，低酸素により抑制
され，急激な細胞膜脱分極を起こす．また，KCaチャンネル，KVチャンネルは
静止膜電位の調節に関与する（Weir ら 2005）． 





Type I cell の脱分極を起こすチャネルのサブタイプの特定を目指した研究が続
けられている（Buckler 2007；López-López and Pérez-García 2007；Peers and Wyatt 






られている（Montoro ら 1996）． 
頸動脈小体を構成するもう一つの細胞種である Type II cell は，Type I cell に
特徴的な有芯小胞を持たず，より平らで，腎臓のような形をし，緻密核染色質
を持つ以外に顕微鏡下で特に見分けられるような特徴を持っていない．Type II 
cell の突起は Type I cell を完全に包んでいないため，Type I cell が直接，他の
Type I cell，神経終末，毛細血管にアクセスできる形態になっている．さらに Type 
II cell は，Type I cell よりも興奮性が低いという特徴がある．また，Type II cell
は細胞膜上に adenosine triphosphate（ATP）受容体サブタイプである P2Y2受容
体（G-タンパク質共役型プリン受容体）を有し，低酸素負荷時に Type I cell か
ら遊離された ATP に応答する．Type II cell の P2Y2受容体の活性化は，カルシ
ウムイオンを遊離させる．Type II cell は頸動脈小体での情報伝達において，パ
ラクライン的に関与し，他種の細胞と協調して化学受容体機能の発現や呼吸ニ
ューロン活動の可塑性に関与している，すなわち，Type II cell は頸動脈小体で
グリア細胞のような役割を持つと考えられている（Kumar and Prabhakar 2012 ；
















（Moyer and Beecher 1942；Davenport 1947；Miller and Tenney 1975；Martin-Body 
ら 1986；Gallman and Millhorn 1988；Neubauer ら 1990）．視床下部尾側部と延
髄の孤束核（NTS；nucleus tractus solitarius），C1交感神経刺激性領域，pre-Bötzinger 
complex，後台形核（RTN；retrotrapezoid nucleus）/傍顔面神経呼吸ニューロン群
（parafacial respiratory group）周辺に低酸素を感受する領域がある（Ross ら 
1984；Dillon and Waldrop 1992；Sun ら 1992；Dillon and Waldrop 1993；Mitra ら 
1993；Sun and Reis1994；Horn and Waldrop 1997；Horn and Waldrop 1998；Neubauer 
and Sunderram 2004）．Horn and Waldrop は，視床下部尾側部のニューロンが，末
梢化学受容器からの入力や脳の他の領域からの入力がなくとも低酸素を感受す
ること，低酸素負荷時にはアミノ酸神経伝達の増強により，呼吸ニューロンネ




receptor potential（TRP）チャネルの一種である TRPA1 チャネルが低酸素感受の
センサーとして働いているのではないかと注目されている（Takahashi ら 2011；





図 4 ニューロンの内因性低酸素興奮性 
In vitro 標本を用いた実験において，視床下部尾側部のニューロンが酸素濃度 10%の低
酸素を負荷したときの反応．上段がコントロール，下段がシナプス伝達遮断時の反応
である．視床下部尾側部のニューロンは，シナプス伝達を介さない内因性の低酸素興









認のための更なる研究を要すると考えられる（Neubauer and Sunderram 2004）． 







にされてきた（Parri ら 2001；Angulo ら 2004；Fellin ら 2004；Tian ら 2005；








































伝わることを発見すると，状況が一変した（Cornell-Bell ら 1990；Cornell-Bell 
and Finkbeiner 1991）． 
アストロサイトは，イオンチャネル型の ATP 受容体 P2X 受容体と G-タンパ




る神経伝達物質に対する受容体を持つことや（Porter and McCarthy 1996；
Verkhratskyら 1998；Elhussseinyら 1999 ；Volterra and Meldolesi 2005；Verkhratsky





かにされてきた（Pasti ら 1995；Porter and MacCarthy 1996；Caravagna ら 2013）．
そして，シナプスは，シナプス前ニューロンとシナプス後ニューロンと周辺の
アストロサイトを含んだ 3 要素から構成されるという三者間シナプス（tripartite 
synapse）という概念が提唱されるようになった（Araque ら 1999：Agulhon ら 
2008）（図 5，図 6）．ニューロンとアストサイトの間で様々な情報伝達が行われ
ていることが明らかになると，アストロサイトが多様な脳機能発現において重






























後ニューロンに興奮が伝わると，nNOS（neuronal nitric oxide synthase）由来の一
酸化窒素が血管拡張性に働く．ニューロンとアストロサイトおよび微小血管の























て重要な役割を果たしている（Lorier ら 2008；Funk 2010；Moraes ら 2011）．
Lorier らは，呼吸リズムを形成する延髄スライスを用いた実験により pre-
Bötzinger complex のニューロンが ATP を感受するとともに，ATP が P2Y1受容
体を介して pre-Bötzinger complex の多くの吸息性ニューロンを興奮させ，呼吸
数を増加させることを報告した（Lorier ら 2008）． 
一方，この ATP による pre-Bötzinger complex の呼吸数増加は，フルオロ酢酸
などグリア毒の投与により抑えられる（Huxtable ら 2010）．そして，pre-Bötzinger 
complex のアストロサイトは，細胞内カルシウムイオンの増加を伴う P2Y1受容
体刺激に反応する（Huxtable ら 2010）．これらの観察結果から，pre-Bötzinger 
complex の ATP による呼吸調節には，ニューロンだけではなくアストロサイト
も関与していると考えられる． 
 アストロサイトとニューロンによる呼吸調節に関しては，神経伝達物質に加
えて BDNF も関与していると考えられている．pre-Bötzinger complex および
RTN/傍顔面神経ニューロン群における BDNF 発現など，脳幹部の呼吸グループ
内で，BDNF とその主な受容体である脳由来神経栄養因子受容体（TrkB；tyrosine 
protein kinase B）の発現が報告されている（Liu and Wong-Riley 2013）．また，
BDNF 阻害剤や TrkB 阻害剤による抑制性呼吸ニューロンの抑制が，呼吸ドラ
イブを増強することや（Bouvier ら 2008），BDNF が Kölliker-Fuse nucleus の抑
制性ニューロンの活動を減弱させること（Kron ら 2007）も報告されている（図




現在，呼吸リズム形成に pre-Bötzinger complex のグリア細胞が関与している
か，研究が進められているが，Okada らは，pre-Bötzinger complex 内でアストロ
サイトが吸息性ニューロンよりも約 1 秒先行して吸息性活動を示すことを報告
し，アストロサイトが吸息性ニューロンの活動電位発生に積極的に関与してい















深部，孤束核，青斑核も関与している（Feldman ら 2003；Okada ら 2009；Ballanyi
ら 2010；Guyenet ら 2010；Nattie and Li 2012；Guyenet ら 2013；Funk ら 2015）．
延髄腹側表層部の中枢化学受容器から呼吸ニューロン群への情報伝達に際して
働いている神経伝達物質については，グルタミン酸，セロトニン，ATP などの
説があるが，現在論争中である（Richerson 2004；Gourine ら 2005a；Guyenet ら 







れたが（Gourine ら 2010；Marina ら 2013），全身への二酸化炭素負荷は，血中
pH と脳内の pH を低下させ，呼吸リズム形成領域に近接する脳幹の化学受容領
域内で急激な ATP の遊離を引き起こす（Gourine ら 2005a,b；2010）．この二酸
化炭素負荷時の ATP の遊離は，末梢化学受容情報とは独立して起こり（Gourine
ら 2005b），遊離された ATP が何らかの機能を持っていることが示唆されてい
る．腹側脳幹部のアストロサイトは，大脳皮質のアストロサイトと異なり，脳
内の酸性化に反応して細胞内カルシウムイオンの上昇と ATP を含む vesicular 
compartment のエキソサイトーシスを促進することから（Kasymov ら 2013），遊
離された ATP は化学感受性アストロサイトの興奮を近接するアストロサイト
に伝え，延髄腹側呼吸ニューロン群のニューロンを活性化し，呼吸を増加させ










む vesicular compartment の融合を惹起する（Angelova ら 2015）．しかしながら，
アストロサイトが低酸素負荷時に脳幹で ATP を遊離させる機序は不明である．
これら最近の実験的研究によりアストロサイト自体が，低酸素を感知するセン
サー細胞として働いている可能性が示唆されている（Tadmouri ら  2014；
22 
 







（Stanimirovic ら 2001），低酸素負荷時に，NF-B はアストロサイトの IL-1β と








成を司る脳幹領域で ATP が遊離されること，同領域で ATP 受容体を阻害する
と低酸素呼吸抑制が出現することを示した．さらに，スライス標本を用いた実
験で，低酸素負荷時の ATP 遊離が，延髄腹側表層部で起こることを示した
（Gourine ら 2005b）．これらの実験結果は，呼吸ネットワーク内における ATP
の遊離が，低酸素負荷時の呼吸維持に寄与することを示している（図 9）． 
低酸素負荷時に延髄吻側腹外側野から ATP と乳酸が遊離されるが（Gourine
ら 2005b；Karagiannis ら 2016），この延髄での ATP 遊離は，低酸素負荷時の呼




































呼吸出力を増加させる（Eldridge1994；岡田 and 梅田 2013）．しかし，急激に強
い低酸素状態になった場合には，このような呼吸調節がなされず，呼吸出力は
むしろ抑制されてしまう．この反応は，低酸素換気抑制と呼ばれている




























されてきている（Parri ら 2001；Angulo ら 2004；Fellin ら 2004；Tian ら 2005；
Halassa and Haydon 2010：Parpura ら 2012：Pérez-Alvarez and Araque 2013）．グリ
ア細胞の中でも，特にアストロサイトは広範囲調節の機能を有しており，呼吸
調節機構においても pre-Bötzinger complex内で吸息性ニューロンより 1～2秒先
行して吸息性活動を示すとともに，吸息性ニューロンの活動発生に関与してい















実験には正常に覚醒し，呼吸するオスの C57BL/6 マウス（6～12 週齢，16 例）
を用いた．16 例のうち 2 例は，組織化学実験に用いた．実験に用いるマウスは，
27 
 
個別のケージで飼い，摂氏 23～24 度，湿度 50～60%，12 時間ごとの明暗周期
で，十分な食物と水を与えつつ飼育した．マウスの換気パラメーターを非侵襲









線を巻き付けた 3 本の微小ネジを頭蓋骨上の図 10 で示す位置に埋め込んだ．3
本のうち 2 本は bregma の後方 2.5 ㎜かつ正中線から側方 2.5 ㎜の箇所に記録電
極として，1 本は正中線上，bregma から前方 4.5 ㎜の箇所に接地電極として埋
め込んだ（図 10 参照）．電極埋め込み後は，実験時に使う頭部固定用ネジとと
もに，頭部を歯科用レジンで固定した．開頭手術の負担が結果に影響しないよ








図 10 電極の位置 
リード線を巻き付けた 3 本の微小ネジを頭蓋骨上の丸印の位置に埋め込んだ．うち 2
本は bregma の後方 2.5 ㎜で正中線から 2.5 ㎜の箇所に記録電極とし，1 本は正中線上，












Ishibashi ら 2015）． 
 
5.2.3 呼吸計測 
呼吸応答は，whole body plethysmograph（PLY 310；EMMS 社製）を用いて計
測した．Whole body plethysmograph はマウスを入れる recording chamber と
reference chamber で構成され，これら二つの chamber の圧差からマウスの呼吸
を計測する機器である（Oyamada ら 2008; Pokorski ら 2014）．Whole body 
plethysmograph には，マウスの呼吸を非侵襲的に計測できるという特徴がある
（図 11）．呼吸流量の計測は，whole body plethysmograph を 20×20×20 ㎝のアク
リルボックスの中に置き，常に摂氏 25 度の下，recording chamber 内の空気をサ
ッキングマシンで吸気しつつ行った．計測の前には，マウスを recording chamber
内に入れ，頭部を固定した後，十分に馴化の時間をとってから計測を行った．
呼吸流量を計測するための，recording chamber と reference chamber の圧差を，
トランスデューサー（TPF100；EMMS 社製）で計測し，これを増幅器（AIU060；




















図 11  Whole body plethysmography 





における体重あたり一回換気量（VT；tidal volume； [µL/weight (gram)]）として
算出した．さらに，呼吸流量の波形から呼吸数（RR；  Respiratory rate； 










図 12 呼吸パラメーターの算出方法 
ある時間帯における呼吸流量（上方が吸気）を黒色で示した．各呼吸サイクルの一回
換気量を赤色を付した面積から算出し，解析対象時間におけるこれらの平均値を体重




ventilation；[mL/g/min]）は VTと RR の積で算出した． 
 
Chamber 内の酸素濃度は，酸素濃度計（Respina IH 26；三栄測器社製）でモニ
ターし，アクリルボックス内に流入させる窒素と空気の量でこれをコントロー
ルした．換気パラメーターと脳波信号と chamber 内の酸素濃度は A/D コンバー
タ（PowerLab4/26；ADInstruments 社製）および計測ソフトウェア（LabChart7 

















5.2.4 Whole body plethysmography の実験プロトコル 
 酸素濃度 6%の強い低酸素負荷をかける実験を，アストロサイトの活性化阻
害剤である arundic acid の投与前，低用量投与下，高用量投与下でそれぞれ行
った（Asano ら 2005a, 2005b；Mori ら 2004；Tateishi ら 2002； Wajima ら 2013； 
Yamamura ら 2013； Yanagisawa ら 2015）．まず，arundic acid の溶媒である
dimethyl sulfoxide（以下 DMSO）をマウスの腹腔内に注射し，注射後，マウスを





出現してから 10 秒後まで続け，呼吸抑制が出現して 10 秒後にはすぐにアクリ
ルボックス内に空気を流入させ，速やかに通常の酸素濃度（20.9%）に戻した．
通常の酸素濃度に戻した後は，そのまま通常の酸素濃度下で，10 分間計測を行
った．マウスに 6%の低酸素負荷をかけてから 20 分間，顕著な呼吸抑制が出現
しなかった場合は実験を中止し，当該マウスは解析から除外した．アストロサ
イトの活性化阻害剤である arundic acid の投与は，動物愛護の観点から使用する
動物数を最小限にするため加算的に行い，まず（１）arundic acid の溶媒である
DMSO のみ体重 1kg あたり 0.47mL，続いて（２）arundic acid 体重 1kg あたり
100mg，さらに（３）arundic acid 体重 1kg あたり 200mg（合計 300mg）をそれ
ぞれ投与した．（２）および（３）の投与に際しては，arundic acid を DMSO お
よび生理食塩水に arundic acid：DMSO：生理食塩水＝1：4：5 の割合で溶かし
た溶液を腹腔内に投与した．3 段階の arundic acid 投与量下でそれぞれ低酸素曝
露負荷を行ったが，各低酸素負荷は，それぞれ 60 分間の間隔をおいて行った．
最初の DMSO 注射後は，マウスの chamber への馴化のため，その後の arundic 
acid 投与後は，その前の低酸素負荷の影響を排除するため，それぞれ 60 分間の





図 15 プロトコル 
DMSO のみの投与時，arundic acid 低用量投与時，arundic acid 高用量投与時の低酸
素負荷実験は，それぞれ 60 分間の間隔をおいて行った． 
 
DMSOのマウスへの投与は総量が一定以上になると脳機能に影響を与えると
いう報告があるが（Hülsmann ら 1999; Jacob and de la Torre, 2009），今回の実験
でマウスに投与した DMSO 総量は，マウスの体重 1kg あたり 2.0g 以内であっ
た．この用量は脳機能に影響を与える可能性があるとされる体重 1kg あたり
3.5gを超えない量であった（Takeda ら 2016）．なお，本実験と同じタイミング
で，arundic acid を含まない DMSO のみの投与を本実験と同様に行うシャムテ









ず，arundic acid を投与しないマウスには，arundic acid の溶媒である DMSO を
体重 1kg あたり 0.47mL 投与し，通常の酸素濃度下で，60 分間 whole body 










（Dampneyら 2008；Horiuchi ら 2009），一次抗体としてヤギ抗 c-Fos 抗体（sc-
52-G，500 倍希釈, Santa Cruz Biotechnology 製），二次抗体としてビオチン化ロ
バ抗ヤギ IgG 抗体（500 倍希釈, Jackson ImmunoResearch Laboratories 製），標識
酵素として Elite ABC kit（1000 倍希釈, Vector）、発色基質としてニッケルアンモ
ニウム（0.075％）を加えたジアミノベンチジン（0.016％）を用いた免疫組織化
学により c-Fos 陽性細胞を検出した．視床下部背内側核はニッスル染色により













Bonferroni の補正を行った．解析は MATLAB 2015a（MathWorks 社製）を用いて





投与時，すなわち arundic acid 投与前の低酸素負荷時に 20 分間，顕著な呼吸抑
制が出現しなかった 2 例，および arundic acid 低用量投与下での低酸素負荷時に




投与時，arundic acid 低用量投与時，arundic acid 高用量投与時で，それぞれ 412.9 
± 56.3，443.6 ± 91.5 ，535.7 ± 86.2 であった．これらの出現時間に有意差はなか
った．Arundic acid 投与前，低用量投与時，高用量投与下における通常の酸素濃
度時，および強い低酸素時の呼吸流量と脳波記録の一例を図 16B に示す．通常




て大きくなっていた．それぞれの酸素濃度と arundic acid 投与量における呼吸パ
ラメーターと脳波のガンマ波帯域のパワーを表 1 に示す．低酸素換気抑制の出




たが (F(1, 9) = 35.329, p < 0.01)，arundic acid 投与量に主効果はみられなかった 
(F(2, 18) = 3.281, p = 0.061)．Arundic acid 投与量と酸素濃度の交互作用には有意
36 
 
差があった (F(1.218, 10.963) = 8.275, p < 0.01)．交互作用に有意差があったこと
から，post-hoc test により「arundic acid 投与前の酸素濃度 6%」と「arundic acid





E の値に arundic acid 無投与時と低用量
投与時，および無投与時と高用量投与時でそれぞれ有意差があった（図 17）． 
脳波のガンマ波帯域パワーについても同様に二元配置分散分析を行ったとこ
ろ，arundic acid 投与量にも (F(1.191, 10.718) = 4.847, p < 0.05)，酸素濃度にも主
効果があり (F(1, 9) = 62.354, p < 0.01)，arundic acid 投与量と酸素濃度の交互作
用にも有意差があった (F(2, 18) = 10.267, p < 0.01)．交互作用に有意差があった
ことから post-hoc test により「arundic acid 投与前の酸素濃度 6%」と「arundic 
acid 低用量時の酸素濃度 6%」と「arundic acid 高用量時の酸素濃度 6%」のガン
マ波帯域パワーを比較したところ，酸素濃度 6%におけるガンマ波帯域パワー





図 16 呼吸流量と脳波の信号 
呼吸流量の吸気を上向きで示す．A は低酸素換気抑制出現前後の呼吸流量および脳波
（arundic acid 投与前）．低酸素負荷により，呼吸が一過性に増強された後，呼吸抑制が







表 1 呼吸パラメーターと脳波パワー 




E  ：分時換気量，EEG power：6%の低酸素
負荷で呼吸抑制出現時の，ガンマ波帯域のパワーを示す． 
*は有意水準 0.05 で有意差あり，Bonferroni の補正を行った．Low AA は arundic acid 
100mg/kg, high AA は arundic acid 200mg/kg（累計 300mg/kg）の投与を示す． 
 
 
図 17 各 arundic acid 投与量における分時換気量と脳波ガンマ帯域のパワー 



















図 18 低酸素負荷時のマウスの視床下部背内側核の c-Fos 発現 
左は arundic acid 投与前に，右は arundic acid 投与後に低酸素を負荷したマウスの視床
下部背内側核周辺の管状断面標本の典型例．A と B はニッスル染色写真を示し，それ
ぞれの枠は視床下部背内側核周辺を示す．C と D は c-Fos 染色写真で，E と F は C と
D の枠内 e と f（視床下部背内側核周辺）を拡大したものを示す．Arundic acid 投与前










Eへの DMSO の影響 [mL/g/min]            
                         Rom Air   6% O2   
DMSO[0.5mg/g]  1.47    0.77 
DMSO[1.0mg/g]  1.41    0.89 
DMSO[2.0mg/g]  1.46    0.91   
 
脳波のガンマ波帯域パワーへの DMSO の影響 [µV2/Hz] 
                         Rom Air         6% O2   
DMSO[0.5mg/g]  8.77    5.19 
DMSO[1.0mg/g]  8.90    5.22 
DMSO[2.0mg/g]  9.30    4.97   
表 2 シャムテストの結果 
本実験と同様のタイミングおよび DMSO 投与量で DMSO を投与したシャム実験にお





5.4 考察  
呼吸出力は，主に脳幹によって調節されるが，高位脳も呼吸調節に関与して














う報告に基づいている（Tenney and Ou 1977）．本実験では，急激で強い低酸素
負荷時に呼吸抑制と大脳皮質機能を示す脳波の抑制が同時に起こっていた．ガ
ンマ波帯域の脳波の抑制は，覚醒度と大脳皮質機能が低下していることを意味
する（Llinás ら 1998；Ruiz-Mejias ら 2011；Skinner ら 2000；Sohal 2012）．Tenney 
and Ou によれば，大脳皮質の剥離は視床下部を脱抑制させ，低酸素負荷時の呼







告がある（Leeら 2014；Pereira and Furlan 2009； Robertson 2013；Thraneら 2012）．
本実験では，アストロサイトの活性化阻害剤 arundic acid を用いて，強い低酸素
負荷時に，アストロサイトが大脳皮質機能の維持と呼吸調節機能の維持に関与
しているかを検証した．Arundic Acid は，アストロサイトに特異的な線維性タ
ンパクであり，重合して中間径フィラメントとなる Glial Fibrillary Acidic Protein
（GFAP）の産生と S100 タンパク質合成を抑制し，グリア細胞のグルタミン酸
トランスポーターである glutamate aspartate transporter（GLAST）の発現を増加
させ，グルタミン酸受容体に拮抗するキヌレン酸を遊離させる（Asano ら 2005a, 
2005b；Mori ら 2004；Tateishi ら 2002；Wajima ら 2013；Yamamura ら 2013；
Yanagisawa 2015）．本実験でマウスへの DMSO 投与総量は，マウスの体重 1kg
あたり 2.0g 以内で，脳機能に影響を与えない量を使用した（Takeda ら 2016）．
なお，予備実験として，arundic acid を投与せず，DMSO のみを本実験と同量，





低酸素負荷による視床下部背内側核の c-Fos タンパクの発現は，arundic acid
の投与により抑制された．視床下部背内側核は下位脳幹の呼吸ネットワークを
ドライブさせる central command が通るエリアである（Dampney ら 2008；
Horiuchi 2009）．本実験では，arundic acid が視床下部背内側核の c-Fos タンパク
発現を減少させることを示したが，低酸素で興奮あるいは抑制される細胞タイ
プを特定するために，ニューロンの特異的マーカーである NeuN とアストロサ









いる（Hülsmann ら 2000；Young ら 2005；Huxtable ら 2009, 2010；Erlichman ら 
2010； Gourine ら 2010； Okada ら 2012；Funk ら 2015；Oku ら 2016）．さら
に，最近，脳幹部のアストロサイトが直接的に低酸素換気応答に関与している
と唱える者もいる（Angelova ら 2015; Tadmouri ら 2014）．本実験では，低酸素























































承認を得た後，「実験動物の管理と使用に関する指針 第 8 版」および日本生理
学会の生理学領域における動物実験に関する基本的指針を遵守し，実施した． 
実験には正常に覚醒し，呼吸するオスの C57BL/6 マウス（16.5±0.6 週齢，9
例）を用いた．実験に用いたマウスは，5.2.1 と同様に飼育した．脳波計測，呼








下に 5 分間，続けて「酸素濃度 95%＋二酸化炭素濃度 5%」下に 5 分間，さら
に続けて酸素濃度 100%下に 5 分間，通常の酸素濃度に 5 分間，酸素濃度 10%
下に 5 分間，通常の酸素濃度に 20 分間曝した（図 20）．Modafinil の投与は，動
物愛護の観点から使用する動物数を最小限にするため加算的に行い，まず（１）
modafinil の溶媒である DMSO のみ体重 1kg あたり 0.5mL，続いて（２）modafinil
体重 1kg あたり 100mg，さらに（３）modafinil 体重 1kg あたり 100mg（合計
200mg）をそれぞれ投与した．（２）および（３）の投与に際しては，modafinil
を DMSO に溶かした溶液を腹腔内に投与した．3 段階の modafinil 投与量下で
それぞれ上記のガス負荷を行ったが，各試行は，それぞれ 60 分間の間隔をおい
て行った．本実験でマウスに投与した DMSO 総量は，マウスの体重 1kg あたり
1.7g 以内で，脳機能に影響を与える可能性があるとされる体重 1kg あたり 3.5g




図 20 追加実験のプロトコル 
計測開始から 10分間，通常の酸素濃度下においた後，アクリルボックス内に流入させ
る酸素濃度 100%のガス，「酸素濃度 95%＋二酸化炭素濃度 5%」のガス，空気および窒
素の量を調節し，酸素濃度 100%下に 5 分間，「酸素濃度 95%＋二酸化炭素濃度 5%」下
に 5分間，酸素濃度 100%下に 5 分間，通常の酸素濃度に 5 分間，酸素濃度 10%下に 5








（modafinil 投与量：無 VS 低用量 VS 高用量）×4 分類（room air VS 5% CO2 in 
O2 VS 10% O2 VS room air）の二元配置分散分析を行った．球面性の仮定が成立
していない場合は，Greenhouse-Geisser’s のイプシロンを用いた自由度補正を行
った．主効果または交互作用に有意差がある場合は，post-hoc test として
Bonferroni の補正を行った．解析は MATLAB 2015a（MathWorks 社製）を用いて







高用量投与後に死亡した 1 例を除外した． 
脳波信号は modafinil 投与後，振幅が小さくなり，より高い帯域を示すように
なっていた．安静時の呼吸流量は，modafinil 投与後の覚醒度上昇に従い，より





図 21 呼吸流量と脳波信号とパワースペクトログラム 
呼吸流量の吸気を上向きで示す．代表的なマウスのmodafinil投与前，低用量投与下，





図 22 各 3 段階の modafinil 投与下および呼吸流量の吸気を上向きで示す．代表
modafinil 投与前，低用量投与下，高用量投与下における room air，5%二酸化炭素，10%




















 強い低酸素状態は，けいれんを引き起こす（Miyake ら 2007；Gillam-Krakauer 
and Carter 2012）．一方で，けいれんは，けいれん発作後の呼吸抑制を引き起こ
す．けいれん由来の呼吸抑制は，更なる低酸素状態やけいれん増悪を起こし，





役割を果たしていることが明らかにされてきている（Parri ら 2001；Angulo ら 
2004；Fellin ら 2004；Tian ら 2005；Halassa and Haydon 2010：Parpura ら 2012：
Pérez-Alvarez and Araque 2013）．そして，アストロサイトは，てんかんをはじめ，
様々な神経疾患におけるニューロンネットワークの異常興奮に密接に関与して
いることが提唱されている（Wetherington ら 2008；Gómez-Gonzalo ら 2010；






















小ネジ 3 本も 5.2.2 と同様に図 10 で示す位置に埋め込んだ．3 本のうち 2 本は
記録電極として bregma の後方 2.5 ㎜かつ正中線から側方 2.5 ㎜の箇所に，1 本









呼吸応答も，5.2.3 と同様，whole body plethysmograph（PLY 310；EMMS 社製）
を用いて計測した（図 11）．計測は，whole body plethysmograph を 20×20×20 ㎝






重あたり一回換気量（VT；tidal volume； [µL/weight (gram)]）として算出した．









 アストロサイトの活性化阻害剤である arundic acid の投与前と投与後の各
計測パラメーターを比較した（Asano ら 2005a, 2005b；Mori e ら 2004；Tateishi
ら 2002； Wajima ら 2013； Yamamura ら 2013； Yanagisawa ら 2015）．まず，
DMSO をマウスの腹腔内に注射した後，マウスを chamber 内に入れ，通常の酸












み体重 1kgあたり 0.47mL，（２）arundic acid 体重 1kg あたり 100mg をそれぞれ
投与した．Arundic acid の投与に際しては，arundic acid を DMSO および生理食
塩水に arundic acid：DMSO：生理食塩水＝1：4：5 の割合で溶かした溶液を腹
腔内に投与した．DMSO のマウスへの投与は総量が一定以上になると脳機能に
影響を与えるという報告があるが（Hülsmannら 1999; Jacob and de la Torre, 2009），














Arundic acid 投与前に 6%の低酸素負荷で死亡した群と投与後に 6%の低酸素





ホイットニーの U 検定で解析した．さらに，arundic acid 投与後の 6%低酸素負
荷で死亡したマウス 7 例の，DMSO のみ投与時（arundic acid 投与前）および同
マウスの arundic acid 投与時のけいれん発生までの時間は Wilcoxon の符号順位
検定で解析した．各群の各パラメーターに Shapiro-Wilk 検定を行ったところ，
A 群の低酸素負荷から死亡までの時間や B 群の低酸素負荷時の RR などのデー
タに正規性が認められなかったため，データの表示および統計はデータが正規











止を起こした 7 例のマウス（以下 B 群）では，A 群と比べて，けいれん発生や
呼吸抑制の出現が遅くなっていた．Arundic acid投与前に死亡したA群と arundic 
acid 投与後に死亡した B 群の生存率を示す（図 23）． 




は 7.83 µL/g，150 breaths/min，1.24 mL/g/min で，低酸素負荷開始後 10 秒間での
VT，RR，V
．
Eの中央値はそれぞれ 8.07 µL/g，234 breaths/min，1.92 mL/g/min で
あった（表 3）． 
 
図 23 低酸素負荷開始から呼吸停止までの時間による arundic acid 投与前群（非投
与群）と投与後群（投与群）の Kaplan−Meier曲線 







































With AA  















表 3 A群と B 群の arundic acid 投与前の試行における通常の酸素濃度（20.9%）下
と 6%の低酸素下における呼吸パラメーター 
Arundic acid 投与後の低酸素負荷で死亡した群（B 群；n=7）の arundic acid 投与前の低







B 群の arundic acid 投与前の試行における通常の酸素濃度下での VT，RR，V
．
Eの
中央値は 7.40 µL/g，174 breaths/min，1.21 mL/g/min で，低酸素負荷開始後 10 秒
間での VT，RR，V
．
Eの中央値はそれぞれ 7.54 µL/g，255 breaths/min，1.86 mL/g/min














図 24 低酸素負荷実験の各パラメーターの経過（代表例） 
低酸素負荷実験における Arundic acid 投与前のマウスの各パラメーターの変化の代表
例．上から，chamber 内酸素濃度，呼吸流量（上方が吸気），脳波生信号，脳波スペク








図 24 の A，B，Cの各時間帯における呼吸流量信号（上方が吸気）および脳波生信号．
A は通常の酸素濃度下での正常呼吸相，B はけいれん発生前後，C は呼吸停止前後の

















図 26 低酸素負荷開始からけいれん発生までの時間 
低酸素負荷開始からけいれん発生までの時間を比較した．A 群（Dead with DMSO）と
B 群（Dead with AA）の DMSO のみ投与下での比較では差はなかった（マンホイット
ニーの U 検定）．B 群のマウスの arundic acid 投与前（Before AA）と投与後（After AA）
の比較では，arundic acid 投与後のほうが投与前よりも，けいれん発生までの時間が有













る（Crunelli ら 2015）．本実験では，アストロサイト活性化阻害剤 arundic acid
の投与が，強い低酸素負荷によるけいれん発生とそれに引き続く呼吸停止を遅
らせていた．既述の通り，arundic acid はアストロサイトの機能を抑制する作用
を持つ．現時点では arundic acid の作用機序は完全に解明されていないが，
arundic acid は S100b タンパク質合成を抑制することで，アストロサイトの活性
化を阻害する（Asano ら 2005a, 2005b；Mori e ら 2004；Tateishi ら 2002； Wajima 














に至しめるという結果をもたらす可能性がある（Neubauer ら 1990；Kikuchi ら 



















考えられる．しかしながら，A 群と B 群の arundic acid 投与前の低酸素負荷を
行った際のそれぞれの計測パラメーターを比較したところ（表 3，図 26），両群
間に差はなかったため，そのようなバイアスがかかった可能性はないと考える． 








































は無麻酔で覚醒下のマウスを用い，アストロサイト活性化阻害剤 arundic acid の
投与前，低用量投与後，高用量投与後の各条件下における低酸素負荷時の脳波
と呼吸流量の応答を記録した．脳波はマウスの頭部に埋め込んだ微小電極によ
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